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Abstract
Lignosulfonic acid is a waste lignin produced from the sulfite pulping of softwood. We investigated 
the effect of lignosulfonic acid on α-glucosidase and found that lignosulfonic acid produced a 
reversible and non-competitive inhibition of the enzyme activity. Moreover, in human colorectal 
adenocarcinoma cells, lignosulfonic acid inhibited 2-deoxyglucose uptake, while in vivo studies 
demonstrated a significant reduction in the blood glycemic response to sucrose or glucose ingestion in 
rats treated with lignosulfonic acid. Feces of rats fed a diet supplemented with 5% lignosulfonic acid 
had higher sugar content compared to those of rats fed a control diet. These results suggest that 
lignosulfonic acid suppresses the rise in blood glucose levels through inhibition of α-glucosidase 
activity and intestinal glucose absorption. Additionally, lignosulfonic acid suppressed increase of 
blood glucose level in diabetic KK-Ay mice. These results suggest that lignosulfonic acid may be 
useful as an anti-diabetes agent.
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2. 1. 1 材料
リグニンスルホン酸（平均分子量 8,000）（図 1）、酵





2. 1. 2 α グルコシダーゼ活性測定
α グルコシダーゼ活性は、Lee and Lee(8)によって述べ
られた方法によって測定した。種々の濃度のリグニン
スルホン酸を 50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）に溶解した α グルコシダーゼ（0.2 U/ml）に添加し、25℃
で 30 分間インキュベートした。p-nitrophenyl α-D-glucoside を 10 mM になるように添加して反応を開始
し、1 M の Na2CO3 を添加することによって反応を停止した。酵素活性は 405 nm の吸光度変化を測定す
ることによって決定した。

2. 1. 3 ヒト結腸癌由来細胞 Caco-2 細胞の培養とグルコース取り込みアッセイ
Caco-2 細胞を 37℃、5% CO2 存在下、20% 牛胎児血清を含むイーグル最小培地で培養した。6 穴プレ
ートに 6 × 104 個の細胞を播種し、80% コンフルエントまで培養後、無血清培地に交換した。6 時間後、
クレブス・リンガーリン酸緩衝液（136 mM NaCl, 5 mM Na2HPO4, 4.7 mM KCl, 1 mM MgSO4, 20 mM 
HEPES-NaOH (pH 7.0) and 1 mM CaCl2）で 3 回洗浄し、2%牛血清アルブミンを含む同緩衝液で 37℃、20
分間インキュベートした。種々の濃度のリグニンスルホン酸と 1 mM の 2-デオキシグルコースを添加し、
37℃で 20 分間インキュベートした。溶液を除去後、細胞を PBS で洗浄し 10mM Tris-HCl(pH 7.5)の溶液




2. 1. 4 生細胞数の定量 
Caco-2 細胞の生細胞数は MTT 法(9)を用いて評価した。Caco-2 細胞を 24 穴プレートに 1× 104 個で播種
しリグニンスルホン酸を 62.5μM、125μM の濃度で添加した。24 時間後、MTT(0.5 mg/mL)を添加し 37℃
で 4 時間インキュベートした。培地を注意深く取り除いたのち 20% SDS 200μl を添加してホルマザンを
可溶化し、24 時間後 570nm での吸光度を測定した。

2. 1. 5 糖負荷試験
6 週齢の Wister ラットを購入後、1 週間市販の餌を与え馴化させた。24 時間絶食後、スクロースある
いはグルコース（1.5g/kg）をリグニンスルホン酸（50 mg/kg、あるいは 100 mg/kg）と一緒に経口投与
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した。コントロールのラットにはスクロースあるいはグルコースのみを経口投与した。投与前、投与後




2. 1. 6 KK-Ay マウス
4 週齢の KK-Ay マウスを購入後、市販の餌を与え 1 週間飼育した。馴化後，基本食を食餌させるコン
トロールグループ 5 匹と 2% リグニンスルホン酸を含む基本食を食餌させる試験グループ 5 匹にわけ 4
週間飼育した。毎週、体重の測定、血中グルコース濃度の測定を行った。基本食の組成は、20% カゼイ
ン、15％ コーンスターチ、5% 大豆油、5% AIN-76A ミネラル混合物、5% AIN-76A ビタミン混合物、




2. 1. 7 統計処理
各実験は少なくとも 2 回実施した。データは平均値と標準偏差で示し、有意差検定は一次元の ANOVA





リグニンスルホン酸は α グルコシダーゼ活性を濃度依存的に阻害し、3μM の濃度で活性を約 50%阻害
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3.3 グルコース，スクロースの糖負荷試験に対するリグニンスルホン酸の効果．
リグニンスルホン酸の in vivo での効果を調べるため、スクロースあるいはグルコースの投与後におこ
る血中グルコース濃度の上昇をリグニンスルホン酸が抑制するかどうか検討を行った。スクロースを経
口投与後，血中のグルコース濃度はおよそ 30 分で 45 mg/dL から 120 mg/dL に増加し、その後徐々に減
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